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Existencia/ausencia de los genes stx2e y f18 en aislados de
Escherichia coli de cerdos libres de diarrea

Existence/absence of the stx2e and f18 genes in Escherichia coli isolates from
diarrhea-free pigs
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar aislados de Escherichia coli para comprobar la
presencia o ausencia de los genes f18 y stx2e. Se estudiaron 186 aislados obtenidos de
cerdos menores de 50 dias de edad que no tenian diarrea al momento de la toma de
muestra. Los animales eran originarios de cuatro granjas de crianza tecnificada situadas
en la region Lima. El muestreo fue hecho en 2019 como parte de un estudio preliminar
empleando hisopados rectales. Se utilizé un kit de purificaciéon comercial para la extrac-
cion del ADN y un protocolo de PCR convencional para la deteccion de los genes. En
ninguno de los E. coli aislados de estos lechones pudo detectarse producto de PCR para
stx2eni f18.
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The aim of the study was to evaluate Escherichia coli isolates for the presence or
absence of the f78 and stx2e genes. In total, 186 isolates obtained from piglets under 50
days of age that did not have diarrhoea at the time of sampling were studied. The animals
were from four high-tech breeding farms located in the Lima region. Sampling was done
in 2019 as part of a preliminary study using rectal swabs. A commercial purification kit
was used for DNA extraction and a conventional PCR protocol was used for gene
detection. No PCR product for stx2e or f18 could be detected in any of the E. coli isolated

from these piglets.

Key words: edema disease, Escherichia coli, pigs, f18, stx2e

INTRODUCCION

Escherichia coli (E. coli) es una bac-
teria presente en la microbiota intestinal ha-
bitual del humano y animales endotermos
(OMS, 2018). Aunque E. coli no es usual-
mente descrita como bacteria patdogena, exis-
ten cepas con la capacidad de causar enfer-
medad, como su variante shigatoxigénica pro-
ductora de la toxina Shiga 2e (Stx2e-STEC)
(Moredo, 2012; Figueroa, 2016).

Stx2e-STEC posee genes que codifican
para sus principales factores de virulencia,
una toxina (Shiga 2¢) y una fimbria (F18),
involucradas en la fisiopatologia de la enfer-
medad del edema o de los edemas (EE), afec-
cion descrita en porcinos (Fairbrother, 2023).
El uso de antibioticos esta descrito para con-
trolar la EE, pero el inadecuado empleo de
estos agrava la creciente resistencia
antimicrobiana (Arrunategui, 2016), por lo que
resulta crucial buscar alternativas preventi-
vas como aquellas basadas en la inmuniza-
cion de los animales.

Autores como Parma et al. (2000),
Souza et al. (2001) y Cheng et al. (2006), asi
como Vu-Khac et al. (2007), Moredo et al.
(2012), Meng et al. (2014) y Baldo et al.
(2020) identificaron los genes de Stx2e-STEC

en ejemplares con signos clinicos sugestivos
de la EE y en animales aparentemente sa-
nos. Estos estudios tienen importancia
epidemiolodgica, sanitaria y econdmica. Los
resultados pueden variar entre paises y por
la condicion clinica individual, asi como tam-
bién se pueden ver influenciados por la ma-
nera de obtener la muestra y por el método
de deteccion (Meng et al., 2014).

Si bien casos sugerentes de la EE han
sido identificados en algunas granjas porcinas
del pais, se han detectado los dos genes en
estudio en aislados de cerdos con manifesta-
cion de diarrea (F. Ramos, datos no publica-
dos). Por otro lado, el cerdo sin manifesta-
cion clinica de diarrea podria actuar como
potencial portador de la EE (Moredo, 2012).

La falta de publicaciones o estudios que
expongan la presencia de cepas de Stx2e-
STEC asociadas a la EE en centros de pro-
duccion porcina a nivel nacional obstaculiza
la instauracion de planes de prevencion que
reduzcan las pérdidas econdmicas generadas
por la alteracion del estatus sanitario. En re-
lacion con lo anterior, el objetivo del presente
estudio fue evaluar la posible presencia del
gen stx2e y del gen f18 en aislados de E.
coli, provenientes de cerdos libres de diarrea.
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MATERIALES Y METODOS

Material Experimental

El estudio se desarrollé en el Laborato-
rio de Bacteriologia de la Facultad de Medi-
cina Vetertinaria (FMV) de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM),
Lima, Pert. Se evaluaron 186 aislados de E.
coli procedentes de cerdos menores de 50
dias de edad sin manifestacion clinica de dia-
rrea, pertenecientes a cuatro granjas de crian-
za tecnificadas de la zona de Lima. La toma
de muestras se hizo mediante hisopado rec-
tal individual aleatorio en un estudio previo
(octubre-diciembre, 2019).

El estudio fue de tipo descriptivo y de
corte transversal. Para la determinacion del
tamafio muestral se utilizo la ecuacion para
poblacion desconocida (Dohoo et al., 2003),
con un 95% de nivel de confianza (z=1.96),
1.6% de prevalencia minima esperada y
0.018% de precision (Baldo et al., 2020). El
tamafio de muestra resultante fue de 186.

Extraccion de ADN

Para reactivar las de cepas de E. colli,
los aislados se inocularon en agar de tripticasa
de soya (TSA) y Agar MacConkey (MC), e
incubados a 37 °C por 24 h. Posteriormente,
se tomaron dos colonias que fueron inocula-
das en viales con caldo LB (1.5 ml) e incuba-
das por 24 h a 37 °C hasta observar turbidez
indicativa de crecimiento bacteriano. Para

finalizar, se utilizo el kit GeneJET™ Genomic
DNA Purification (Thermo Scientific) para
la extraccion del ADN. Se preservo el ADN
a -20 °C.

Deteccion de stx2e y f18 por PCR

Con PCR convencional se realizo la
deteccion de cada uno de los genes, stx2e y
f18, haciendo uso del ADN obtenido en el
paso previo como templado. El protocolo
empleado fue resultado de una estanda-
rizacion de lo establecido por Boerlin ef al.
(2005) y Casey y Bosworth (2009). Los de-
talles de presentan en el Cuadro 1.

Identificacion del Gen stx2e

Se ajust6 el protocolo con una concen-
tracion de 1X de DreamTaq Buffer (incluye
MgCl, a2 mM), 0.15 uM de cada cebador y
0.2 mM de dNTPs; asimismo, 0.2 pl de
DreamTaq DNA polymerase, 1 pl de ADNy
se incluy6 agua ultrapura para llegar al volu-
men final de 20 pl. Ademas de las muestras
en estudio, se consideraron como control
blanco al agua ultrapura, a la cepa PSA como
control positivo y ala cepa ATCC 25922 como
control negativo.

En el termociclado se considerd: 95 °C
por 15 min para la desnaturalizacion inicial;
seguido de 35 ciclos de 95 °C por ciclo de
desnaturalizacion por 1 min, 55 °C de hibri-
dacion por 1 min y la elongacion a 72 °C por
1 min; cerrando con una elongacién final a
72 °C por 10 min.

Cuadro 1. Cebadores utilizados para la determinacion de la presencia de los genes f18 y stx2e

Cebador Secuencia 5° — 3’ Producto Referencia
F18 TGG TAA CGT ATC AGC AAC TA 313 pb
forward
F18 ACT TAC AGT GCT ATT CGA CG
reverse Boerlin
Stx2e AAT AGT ATA CGG ACA GCG AT 733 pb et al. (2005)
forward
Stx2e TCT GAC ATT CTG GTT GAC GC
reverse
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Para la electroforesis se fabricé un gel
con 1.5% de agarosa en buffer TBE 0.5X y
las condiciones fueron de 90 v, 90 mA y 90
min. Se usé Blue/Orange 6X Loading Dye,
1 ul de tinte por 5 il de producto para tefiir los
amplicones obtenidos del PCR. El tamafio de
pares de bases se comprobo utilizando un
marcador de peso molecular o ladder (100bp
Opti-DNA Marker). Posteriormente, se pre-
pard una solucion buffer TBE al 0.5X mez-
clado con Diamont™ Nucleic Acid Dye a 1X
y se sumergio el gel durante 20 min. Con un
transiluminador de luz azul se visualiz6 el ta-
mafio de las bandas obtenidas.

Identificacion del Gen fI8

Se ajusto el protocolo con una concen-
tracion de 1X de DreamTaq Buffer (incluye
MgCl, a2 mM), 0.15 iM de cebador forward
y 0.15 uM de cebador reverse y 0.2 mM de
dNTPs; 0.2 ul de DreamTaq DNA poly-
merase, 1 ul de ADN y con agua ultrapura
para completar los 20 pl de volumen final.
Ademas de las muestras en estudio, se con-
sideraron como control blanco al agua
ultrapura, a la cepa P2A como control positi-
vo y ala cepa ATCC 25922 para control ne-
gativo.

En el termociclado se considero: 95 °C
por 15 min para la desnaturalizacion inicial;
siguiendo 30 ciclos. En cada ciclo
desnaturalizacion a 95 °C por 45 s, hibrida-
cion a 55 °C por 45 s y elongacion a 72 °C
por 45 s, con una elongacion final por 10 min
a72°C.

Para la electroforesis se fabricé un gel
con 1.5% de agarosa en buffer TBE 0.5X,
con condiciones de 90 v, 90 mA y 90 min. Se
uso Safe-Green™, 1 ul de tinte por cada 5 pl
de producto para tefiir los amplicones obteni-
dos del PCR. El tamafio de pares de bases
se comprobd utilizando un ladder (100bp
Plus Opti-DNA Marker). Con un
transiluminador de luz azul se visualizo6 el ta-
mafio de las bandas obtenidas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio tuvo por finalidad
evaluar la posible existencia del gen stx2e 'y
del gen f18 en aislados de E. coli de cerdos
menores de 50 dias de vida y sin diarrea. No
se detecto la presencia del gen stx2e ni del
gen f18 en los 186 aislados de E. coli bajo
estudio; por tanto, la frecuencia resultante fue
de 0% (0/186).

Parma et al. (2000) estudiaron por vez
primera al gen stx2e en Argentina en cerdos
sin diarrea sin llegar a detectar positivos. La
similitud con estos resultados podria deberse
a la edad de los animales muestreados, debi-
do a que dichos autores incluyeron lechones
libres de diarrea (0/19; 0%) y sus respecti-
vas madres (0/20; 0%), cuyas edades no se
encuentran dentro del grupo etario suscepti-
ble, que son los lechones posdestete (Fair-
brother, 2023). Por su parte, Moredo (2012)
tampoco hallo a stx2e en lechones sin diarrea
de 21 + 3 dias de edad, en tanto que los
encontr6 en animales de mas edad (69/986;
7%), sugiriendo que la posibilidad de detectar
al gen aumenta en edades susceptibles,
incluso cuando son animales aparentemente
sanos.

En el posdestete, los lechones son mas
vulnerables a la colonizacion de STEC por el
estrés asociado a la transicion de un alimento
a otro (German et al., 2005), asi como mas
propensos a la EE por la expresion de ciertos
receptores, especificamente para F18, que se
incrementa posterior a los 21 dias de vida,
periodo de destete y mas estrés (Fairbrother,
2023). Es asi como la baja expresion de re-
ceptores restringe la unidon de la bacteria a
los enterocitos, y al no multiplicarse y liberar
altamente la toxina Stx2e, baja la probabili-
dad de hallar al gen o que la enfermedad se
manifieste.

Vu-Khac et al. (2007) también estudia-

ron animales aparentemente sanos menores
de 14 dias de edad sin encontrar positivos ni
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para stx2e ni f18 (0%), siendo nuevamente
la edad un factor crucial para explicar en
parte los hallazgos negativos en cerdos sin
diarrea. Los autores también estudiaron le-
chones con diarrea de 1a misma edad, hallan-
do una prevalencia de 4% (9/220) para stx2e
y de 9% (20/220) para el gen 18, por lo que,
si bien la nula o baja manifestacion de la EE
podria estar influenciada por la edad, atin en
lechones lactantes podrian detectarse a los
genes stx2e 'y f18, siendo la diarrea un signo
clinico vinculado a esta posibilidad.

Por otro lado, Baldo et al. (2020) eva-
luaron a stx2e en 171 porcinos sanos, detec-
tando al gen en tres de ellos que se encontra-
ban en la etapa de engorde (1.75%). Asimis-
mo, en los aislados positivos para stx2e eva-
luaron la presencia de f18, sin obtener resul-
tados positivos (0/3; 0%). Esto podria indicar
que aun en casos sugerentes de EE se puede
encontrar cepas STEC stx2e positivas, pero
f18 negativas (Cheng et al., 2005; Barth et
al., 2007; Martineau ef al., 2018). Esto, asi-
mismo, es indicativo de que detectar positi-
vos al gen f18 es menos probable que la fre-
cuencia para stx2e, siendo otro punto que
explicaria los casos negativos a f18 en este
estudio.

En el presente estudio solo se emple6 el
muestreo por hisopado rectal. Meng et al.
(2014) mencionan que la prevalencia de STEC
en cerdos sanos puede variar segun la zona
de muestreo, siendo casi 4.4 y 2.5 veces
mayor en muestras del contenido del colon
que del intestino delgado y heces, respecti-
vamente. Es asi, que el punto anatémico donde
se obtuvieron las muestras de este estudio
podrian haber afectado la no obtencion de
resultados positivos.

CONCLUSION

Asumiendo un 1.6% de nivel de detec-
cion limite, no se encontraron positivos para
el gen stx2e ni para f18 en E. coli aislados
de cerdos sin manifestacion clinica de dia-
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rrea de hasta 50 dias de vida en granjas
tecnificadas de Lima.
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